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RESUMO GERAL

O Brasil € o quinto maior produtor mundial de banana (Musa spp.), com grande parte da
producdo concentrada na regido Nordeste. Dentre as doencas que acometem essa cultura
destaca-se 0 mal do Panama, causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). O
manejo dessa doencga tem sido realizado basicamente com o uso de variedades resistentes. No
entanto, estratégias alternativas, como o uso de produtos naturais, devem ser pesquisadas
para evitar a pressao de selecdo que pode inviabilizar o controle genético. Face ao exposto,
objetivou-se com esta pesquisa caracterizar genética e morfologicamente isolados de Foc,
oriundos de estados da regido do Nordeste brasileiro e avaliar o controle alternativo da
doenca utilizando extrato de alho. Foram avaliados os efeitos de cinco concetragdes do
extrato aquoso de alho (C1=0; C2=2,5; C3=5; C4 = 7,5 e Cs = 10%), sobre isolados obtidos
em colecOes de fungos dos estados da Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Bahia e
Alagoas. No experimento in vitro, os isolados foram caracterizados morfologicamente
avaliando-se a coloracdo da frente e verso das colonias, diametro micelial, indice de
velocidade de crescimento micelial e esporulacdo. A andlise filogenética gerou uma arvore
para os genes TEF e IGS pela analise Neighbor-Joining (NJ) com 21 sequéncias obtidas do
GenBank, alinhando oito isolados de Fusarium spp. Os resultados obtidos na analise
filogenética identificaram quatro grupos de F. oxysporum com linhagens filogenéticas
distintas, sendo que o isolado CMM 0807 ficou agrupado como espécie de F. oxysporum f.
sp. cubense, com 99% de suporte bootstrat. Nos experimentos in vivo, avaliou-se a Area
Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) usando-se uma escala de notas, com
mudas da cultivar Pacovan. A inoculacdo das mudas foi feita no rizoma pela imersao dos
mesmos na suspensdo do patégeno, ajustada para 10° conidios mL™. As concentracdes
crescentes do extrato de alho promoveram reducdes significativas no crescimento micelial de

F. oxysporum f. sp. cubense e na severidade do mal do Panama.

Palavras-chave: Extratos vegetais. Filogenia. Musa spp.



GENERAL ABSTRACT

Brazil is the fifth largest producer of banana (Musa spp.), concentrating its great production
in the northeast region of the country. Among the diseases that affect this crop, Panama
caused by Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) stands out. In order to contain this
disease, some sources of resistance have been applied. However, some alternative strategies,
as natural products, must be verified to avoid selection pressure, which can preclude genetic
control. Thus, this research aimed to characterize genetically and morphologically Foc
isolated from states of Brazilian northeast region (Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do
Norte, Bahia and Alagoas) and evaluate an alternative method to control the disease using
aqueous garlic extract (C1=0; C2 =2.5; C3 =5; C4a = 7.5 and Cs = 10%). Foc isolated in vitro
were morphologically characterized by analyzing the color of both sides of colonies, mycelial
diameter, mycelial growth speed index and sporulation. Phylogenetic analysis generated a
tree for TEF and 1GS genes using Neighbor-Joining (NJ) analysis with 21 sequences obtained
from GenBank, by aligning eight Fusarium spp. The results obtained in the phylogenetic
analysis identified four groups of F. oxysporum with distinct phylogenetic lines, with CMM
0807 grouped with F. oxysporum f. sp. cubense specie with 99% of bootstrap support. In in
vitro experiments, the area under the disease progress curve (AUDPC) was analyzed using a
note scale with cultivar Pacovan seedlings. The inoculation was made in the rhizome through
its immersion and the pathogen suspension adjusted to 10° conidia mL™?. The growing
concentration of garlic extract significantly reduced mycelial F. oxysporum f. sp. cubense

growth and the Panama disease.

Keywords: Plant extracts. Phylogeny. Musa spp.
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1 INTRODUCAO GERAL

A cultura da bananeira (Musa spp.) é originaria do sul e sudeste do continente asiéatico.
Destaca-se como umas das principais frutiferas cultivadas mundialmente e, ocupa o segundo
lugar no cenario comercial das frutas (FAO, 2017), sendo produzida principalmente em paises
tropicais. A India é o maior produtor com 29,11 milhes de toneladas produzidas em 20186,
seguido por China e Brasil (FAO, 2017). O Brasil, em 2018, produziu cerca de sete milhdes
de toneladas, com distribuicdo da bananicultura concentrada na regido Nordeste com 34% da
producdo, seguida pelo Sudeste (IBGE, 2018).

A bananeira apresenta varios problemas fitossanitarios, destacando-se o mal-do-
Panama, que ocorre principalmente nos bananais das cultivares Maca, Pacovan, Prata e
ultimamente, vem atacando a cultivar do grupo Cavendish (MAPA, 2018). Essa doenca €
causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) e apresenta-se com um grau de
agressividade acima de 80%, causando morte das plantas e dificultando ou impedindo a
implantacdo de novas areas, pois o fungo pode sobreviver no solo (MARYANI et al., 2019).

Um dos maiores obstaculos para a manutencdo da resisténcia da bananeira reside na
variabilidade dos patégenos. Portanto, é importante e fundamental conhecer as racas e/ou
patétipos predominantes em um determinado local e sua epidemiologia, para contribuir com
os programas de melhoramento. As técnicas de biologia molecular para diagnosticar os
patogenos tém contribuido para desmembrar a diversidade genética, atraves de marcadores
moleculares (DITA et al. 2010; MARYANI et al., 2019).

Nesse sentido, metodologias mais seguras tém sido, baseadas em estudos de grupos de
compatibilidade vegetativa (GCV) e no uso do DNA para identificacdo de ragcas do Foc
(DIAS et al., 2014; MAPA et al., 2018). As técnicas de biologia molecular, analise das
regides rDNA-ITS e o gene codificador do fator de alongacdo (TEF) tém contribuido para os
estudos de variabilidade de Fusarium spp. (SILVA et al., 2010; DIAS et al., 2014). Os
marcadores moleculares sdo diferenciados devido ao emprego de tecnologias para identificar
a variabilidade em nivel de DNA (MARYANI et al., 2019).

Uma forma de manejo de doencas de plantas ocorre por meio de produtos naturais,
incluindo os extratos vegetais, que se baseiam no potencial dos metabdlitos secundarios das
plantas em apresentarem potencial antimicrobiano, e vem proporcionando importantes
avancos para a agricultura (MANDIRIZA et al., 2018; YAHYA et al., 2018). Varios estudos
avaliando o uso de extratos vegetais no controle de fitopatégenos vém sendo realizados com o
objetivo de substituir os defensivos sintéticos (FERREIRA et al., 2014; BRITO;
NASCIMENTO, 2015; MANDIRIZA et al., 2018; YAHYA et al., 2018).
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O uso de extratos vegetais para o controle de doencas em plantas estdo relacionados a
sua atividade antimicrobiana tanto direta quanto indireta, por induzir a resisténcia da planta ao
patdgeno (DEMARTELAERE et al., 2015; MANDIRIZA et al., 2018) e sdo alternativas para
o controle do Foc. Portanto, sdo de suma importancia para a preservacdo dos sistemas de
producéo de banana.

Diante do exposto, objetivou-se com esta pesquisa caracterizar geneticamente e
morfologicamente isolados de Foc, oriundos de estados da regido do Nordeste brasileiro e

avaliar o controle alternativo da doenca utilizando extrato de alho.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Cultura da bananeira

A bananeira (Musa spp.) € uma monocotiledénea pertencente a familia boténica
Musaceae e originaria da regido sudoeste da Asia. Os principais paises produtores de banana
s&o a India (15% da producéo total), China, Equador, Brasil e Filipinas. Cerca de 15 a 20% do
total da producdo de bananeira no mundo é comercializada internacionalmente. Os principais
paises exportadores dessa fruta sdo Equador, Costa Rica, Filipinas, Colémbia, Panama e
Honduras. J& os principais paises/regifes importadores sdo Estados Unidos, Canada, Unido
Européia, Japdo, Federacdo Russa e Oriente (FAO, 2017).

A importancia do cultivo da bananeira esta relacionada a producao de fruto nutritivo,
bastante energético, rico em carboidratos e sais minerais, como sodio, magnésio, fosforo e,
especialmente, potassio, vitaminas A e C. Contém também as vitaminas B1, B2 e B6, além de
ser um produto acessivel a maior parte da populacdo (SOUZA et al., 2011).

O Brasil produz cerca de sete milhdes de toneladas, em uma area de 465.434 hectares e
apresenta condigdes favoraveis para o cultivo da bananeira, sendo cultivada na maioria dos
estados brasileiros. Destacam-se 0s da regido Nordeste, sendo eles Bahia (866.591 t),
Pernambuco (413.311 t), Rio Grande do Norte (210.933 t) e Paraiba (135.153 t). Atualmente,
a regido Nordeste ocupa o primeiro lugar em termos de producdo, com mais de dois milhdes
de toneladas produzidas (IBGE, 2018).

A bananeira necessita de calor constante, precipitacbes bem distribuidas e umidade
elevada para obter desenvolvimento e producdo de qualidade (IBGE, 2018). A microrregido
do Brejo paraibano apresenta condi¢des edafoclimaticas favoraveis para a producdo, além de
uma importéncia social e econdmica, contribuindo com um percentual de producédo relevante
no estado (EMEPA, 2015).
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A cultura vem enfrentando uma série de dificuldades ocasionadas principalmente pela
falta de tecnologias para melhoria da producdo, auséncia de praticas de manejo adequadas, e
problemas com insetos pragas e patdgenos que comprometem a producédo e produtividade em

todas as regides de cultivo.

2.2 Fusarium oxysporum f. sp. cubense agente causal do mal do Panama em bananeira

O género Fusarium teve sua descri¢do original em 1908, sendo que suas caracteristicas
principais sdo a formacdo de conidios fusiformes e alongados, além de apresentarem varios
septos com a evolucio do seu crescimento (GERLACH; NIRENBERG, 1982). E o terceiro
género de fungos com maior nimero de espécies que causam doencas em plantas, além de
produzirem uma ampla gama de toxinas e metabolitos secundarios que além de doencas em
plantas, podem também causar danos a saide humana e animal (GOLDSCHMIED et al.,
1993; LESLIE; SUMMERELL, 2006; CUNHA et al., 2015).

O mal do Panaméa é uma doenca cosmopolita que ocorre em todas as regies produtoras
de bananeira do mundo, sendo uma das mais importantes doencas de plantas cultivadas e
responsavel por grandes perdas econémicas da cultura (CUNHA et al., 2015).

O agente causal do mal do Panama pertence ao Dominio Eucaryota, Reino Fungi, Filo
Ascomycota, Classe Ascomycetes, Subclasse Sordariomycetes e Ordem Hypocreales. F.
oxysporum f. sp. cubense (Foc) possui alta capacidade evolutiva e, devido a isso, muitas
abordagens sdo utilizadas para caracterizar seus isolados (FOURIE et al., 2009). Espécies de
Fusarium spp. foram responsaveis pela ocorréncia de fendbmenos sociais importantes, como o
surto do mal do Panama, onde Foc devastou varios plantios de bananeira na América Central,
na década de 1960 (PLOETZ, 1990).

O fungo apresenta um grande crescimento de micélio aéreo e a coloragdo € variada do
branco para o violeta, em &gar-batata-dextrose (BDA), as suas coldnias variam de 4 a 7 mm
dia, sob uma temperatura de 24 a 27 °C (PLOETZ, 2006). Os esporos apresentam-se como
microconidios (unicelulares, reniforme, hialinos) e macroconidios (sendo fusiformes)
(PUHALLA, 1981; GEISER et al., 2004).

O Foc teve sua primeira constatacdo no Brasil em 1930, na cidade de Piracicaba,
localizada no estado de Sdo Paulo, na cultivar Macd, dizimando cerca de um milhdo de
plantas em apenas quatro anos (GOES; MORETO, 2010). Nos estados do Espirito Santo,
Minas Gerais e Goias grandes areas de bananeira Maca foram totalmente destruidas com o
ataque desse patdgeno. O grupo “Prata” teve em média 20% das plantas eliminadas
decorrente da infeccdo pelo patogeno (PLOETZ, 1990; MATOS et al., 1998).
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O patdgeno inicia com a infeccdo através das radicelas, posteriormente nas raizes,
causando danos no sistema vascular, e consequentemente, infeccdo sistémica (STOVER,
1962). Apos a infeccdo, os sintomas sdo observados na parte externa e também internamente,
fazendo o corte do rizoma, juntamente com o pseudocaule, no periodo entre 2 a 5 meses ap6s
a infeccdo (CORDEIRO et al., 2005).

Na parte externa é observado um sintoma de coloragdo amarela progressiva das folhas
mais velhas para as folhas mais novas, seguido de murcha, com a quebra do peciolo junto ao
pseudocaule, dando a planta o aspecto tipico de um “guarda-chuva fechado”. Outro sintoma é
a rachadura do pseudocaule préximo ao solo. Nos sintomas internos, aparecem algumas
pontuacdes avermelhadas e descoloragdo vascular ao se realizarem cortes transversais ou
longitudinais no pseudocaule ou rizoma (VENTURA; HINZ, 2002).

A disseminacdo do patdgeno ocorre através dos rizomas, raizes e pseudocaule das
plantas doentes, liberando uma grande quantidade de inoculo na superficie do solo. A
transmissdo do patdgeno ocorre pelo contato das raizes de plantas sadias com o inoculo e
através da agua de irrigacdo, de drenagem e de inundacdo, animais, humanos, equipamentos,
ferramentas; e material de plantio infectado (VENTURA; HINZ, 2002). Meldrum et al.
(2013) detectaram o patogeno no exoesqueleto do Cosmopolites sordidus, coledptero
conhecido como moleque da bananeira ou broca da banananeira, como um possivel vetor da
doenca.

Para controlar a disseminacdo do patdgeno, uma das alternativas é uso de mudas
micropropagadas selecionadas (CORDEIRO et al., 2005). Clamiddsporos séo as principais
estruturas de sobrevivéncia do patdgeno, permitindo a presenca do mesmo por décadas no
ambiente, na auséncia do hospedeiro (PLOETZ, 2015).

2.3 Diversidade genética de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

A analise da diversidade de Foc esta relacionada com varios eventos moleculares e
morfoldgicos, relacionados ao diferenciamento das espécies, sendo essenciais para 0
desenvolvimento de estratégias de manejo (CUNHA et al., 2015).

Foram identificadas quatro racas fisiolégicas do patégeno, sendo que as mais virulentas
na bananeira sdo as racas 1, 2 e 4. No Brasil, analisando os grupos de compatibilidade
vegetativa, observa-se que a raca 1 apresenta uma maior prevaléncia em relacdo as outras
racas (GOES; MORETTO, 2010). Bittipo da raca 4, a raga tropical 4 ou TR4 foi reportado
em pomares comerciais de bananeira na Austrdlia, Malasia Taiwan, China, Filipinas

destruindo totalmente diversas plantacdes de bananeira. A raca TR4 ¢ bastante disseminada e
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agressiva em paises dos continentes africano e americano, 0s quais concentram 0s maiores
produtores de bananicultura mundial, ocasionando danos aos plantios e reduzindo a producao
(PLOETZ, 2009).

Na identificacdo em nivel de espécies de fungos é necessario fazer uma avaliacdo dos
caracteres morfologicos e complementacdo com técnicas moleculares (MARYANI et al.,
2019). Contudo, o conceito de espécie morfolégica é de grande importancia para a
classificacdo e caracterizacdo morfologica de espécies. Os caracteres morfolégicos tém sido
usados como marcadores para diferenciar populacdes, porém, a quantidade de caracteres
detectados é insuficiente ao considerar 0 nimero de espécies a serem comparadas (SOUZA,
2016), surgindo a necessidade da utilizagdo de outros métodos.

Técnicas de biologia molecular tém sido utilizadas para a caracterizagdo de fungos
fitopatogénicos. A caracterizacdo genética de Foc é pesquisada com o propoésito de gerar
beneficios para 0 manejo do fungo, se baseando na aplicacdo de marcadores moleculares
(FOURIE et al., 2009; SILVA et al., 2010; VISSER et al., 2010), que diferenciam-se pela
tecnologia utilizada, com objetivo de verificar a variabilidade em nivel de DNA, e assim,
variam quanto a habilidade de detectar diferencas entre individuos (DIAS et al., 2014;
CUNHA et al., 2015).

Diversas metodologias estdo sendo estudadas com relacédo a variabilidade genética e a
identificacdo de patdgenos, sendo que a maior parte é baseada na utilizacdo de marcadores
moleculares. A sua utilizagdo tem aumentado a cada ano, possibilitando a ampliagdo dos
conhecimentos dos aspectos da diversidade genética dos fitopatdgenos (DUTECH et al.,
2007; SANTOS et al., 2011).

O uso de marcadores moleculares é eficiente, sendo uma técnica adicional de estudo
para a classificacdo taxondmica de Fusarium spp., e pode elucidar duvidas quanto a formae
speciales. Costa et al. (2015) estudando a diversidade genética de Foc analisaram 214
isolados de diferentes estados produtores de bananeira em trés regides do Brasil (Nordeste,
Sudeste e Sul) e testaram nove marcadores microssatélites (SSR) e os resultados indicaram
que os isolados de diferentes estados apresentaram diferencas gendmicas.

O gene codificador do fator de alongacdo (TEF) é comumente utilizado como marcador
filogenético para a diferenciacdo de espécies do género Fusarium (O'Donnell et al., 1998). O
gene TEF-1a que codifica no mecanismo de tradug¢do de proteinas, uma parte importante que
tem utilidade filogenética, surge de uma cdpia unica em Fusarium, demonstrando um alto
nivel de polimorfismo nas sequéncias das espécies intimamente relacionadas, mesmo em

comparagdo com as porcdes ricas em introns de genes que codificam proteinas, como
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calmodulina, B tubulina e histona H3. Por isso, TEF-la tem sido uma ferramenta para a
identificacdo de espécies de Fusarium (CHANDRA et al., 2011).

O'Donnell  (2013) trabalhando com Foc wusando polimorfismos andnimos de
comprimento de fragmento para definir 10 linhagens clonais mostraram que, patégenos da
bananeira poderiam estar intimamente relacionados a patégenos de outros hospedeiros, como
em tomateiro. Assim, a diversidade genética de Foc é consideravel, tendo sido encontradas
algumas linhagens distintas.

Thangavelu et al. (2012) analisando 107 isolados de Foc de diferentes regides da india
por meio de marcadores ISSR, verificaram ampla diversidade genética, assim como, a origem
polifilética dos isolados, sendo que os marcadores separaram os isolados de Foc em sete

grupos, com base nas racas e grupo de compatibilidade vegetativa.

2.4 Manejo alternativo de doengas de plantas

A busca no mercado por produtos agricolas elaborados com substancias naturais vem
aumentando gradativamente e a pesquisa tem recorrido a novas praticas de manejo integrado
de doencas (FAROOQ et al., 2011; BORGES et al., 2013).

Pesquisas mostram que os metabdlitos secundarios das plantas, podem contribuir como
um método alternativo de controle de doenca, pois 0s conhecimentos e estudos atuais
reforcam sua possivel utilizacdo, bem como a determinacdo da atividade biologica, em
relacdo & atividade elicitora ou antimicrobiana (PAES et al., 2013; SAROJ et al., 2015). De
acordo com Bettiol e Ghini (2015), o desenvolvimento de métodos alternativos para o
controle de doencas de plantas busca diminuir 0 uso excessivo de agrotoxicos e contribuir
para uma agricultura que seja mais adequada as novas exigéncias de mercado, socialmente
justa, economicamente viavel e ecologicamente correta. Desta forma, pesquisas vém sendo
feitas com a utilizagdo de extratos de plantas com propriedades antifingicas e indutores de
resisténcia, jA& que a presenca destes estimula a producdo de fitoalexinas, substancias
envolvidas na defesa natural das plantas (PINTO, 2013; MELO-FILHO; GUENTHER, 2015;
MANDIRIZA et al., 2018).

Extratos aquosos e 6leos essenciais oriundos de plantas medicinais, tém demonstrado
acao fungitoxica, inibindo o crescimento micelial e a germinacao de esporos; e de inducdo de
resisténcia, induzindo a sintese de fitoalexinas nas plantas onde esses sdo aplicados
(DEMARTELAERE et al., 2015; MANDIRIZA et al.,, 2018; YAHYA et al.,, 2018). De
acordo com Mengane e Kamble (2014) diferentes concentracGes de extratos vegetais de



17

Azadirachta indica, Artemisia annua, Eucalyptus globulus e Ocimum sanctum utilizados para

controlar o mal do Panama reduziram significativamente o crescimento do patogeno.

2.4.1 Extrato de alho no controle de doencas de plantas

As propriedades antimicrobianas do alho (Allium sativum L.) vém sendo estudadas
desde a primeira metade do século XX, quando foram identificados efeitos positivos de
extratos aquosos naturais derivados do bulbo, eficazes em inibir o crescimento de coldnias de
diversas espécies de fungos fitopatogénicos (CAVALITTO et al., 1944). Esse extrato também
apresentou efeitos como bactericida, vermifugo, antiviral e antiprotozodrio (CARRICONDE
et al., 1996).

Amorim et al. (2011) identificaram que o extrato de alho possui efeito inibidor de
fitopatdgenos. Com relacdo aos componentes sulfatados do alho, o componente bioldgico
mais ativo é a alicina (dialil-tiosulfinato), que representa 70% dos compostos sulfatados
(ARNAULTA et al., 2004). A alicina é o componente responsavel pelo odor caracteristico do
alho e uma forma de defesa contra as agressdes vindas do exterior, ndo estando presente no
alho intacto, produz-se apenas quando o alho é cortado ou esmagado (MENDES, 2008).
Quando as células do alho sdo rompidas, quebram-se também as membranas que isolam a
alicina da alinase presentes e 0 seu contato permite a formacao de acido e outros compostos
sulfatados que também se convertem, combinando-se rapidamente entre si. Os compostos
resultantes e por condensagédo enzimética formam a alicina (MIRON et al., 2004).

Huang et al. (2012) utilizando extrato aquoso de alho sobre Foc Raga 4, constataram a
mortalidade dos esporos entre 87 e 91%. Souza e Soares (2014) destacaram a capacidade
fungitoxica do extrato aquoso de alho, no controle de Aspergillus niger, comprovando o seu
potencial fungitéxico, ocorrendo inibigdo total do crescimento micelial e da esporulagdo in
vitro. Morais et al. (2010), avaliando o efeito dos extratos de alho e agave (Agave
angustifolia) sobre a murcha-de-fusario no feijdo-vagem (Phaseolus vulgaris L.), verificaram
qgue os extratos inibiram a germinacdo de conidios, na medida em que aumentaram as

concentracgoes.
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CAPITULO Il

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E FILOGENETICA DE Fusarium

oxysporum f. sp. cubense

RESUMO
A banana (Musa spp.) € a segunda fruta mais produzida no mundo, no entanto, durante o seu
cultivo, a bananeira pode ser infectada por varios agentes patogénicos, dentre eles, Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (Foc), agente causal do mal do Panama, uma das doencas mais
destrutivas da cultura. Assim, o objetivo com o presente estudo consiste na caracterizacao de
isolados de Foc associados a bananeira, por meio de morfologia e analise filogenética
(Neighbor-Joining) baseada em sequéncias das regides TEF (EF-1a) e IGS. Para as analises,
foram utilizados dois isolados procedentes dos municipios de Areia e Lagoa Seca, no estado
da Paraiba, da variedade Maca (K01 e K10) e seis isolados (CMM-0807-PE, CMM-0813-PE,
CMM-1236-BA, CMM-2820-BA, CMM-2910-AL, CMM-2916-AL) que foram cedidos pela
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Para caracterizacdo morfologica, foi realizada
cultura monospérica em meio batata-dextrose-4gar e avaliadas a coloragdo das col6nias;
diametro micelial; indice de velocidade de crescimento micelial e esporulacdo. Na anélise
morfologica 50% dos fungos apresentaram coloracdo roxa, 37,5% branca e 12,5% rosa.
Quanto a esporulagédo, o isolado K01 produziu a maior quantidade de esporos, seguido do
CMM-0807. Foram identificados quatro grupos de F. oxysporum com linhagens filogenéticas
distintas, com 99% de suporte bootstrat. Os isolados KO1 da Paraiba e CMM-0807 de

Pernambuco, apresentaram maior esporulacéo.

Palavras-chave: Mal do Panama, Filogenia molecular, Marcadores morfologicos.
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MORPHOLOGICAL AND PHYLOGENETIC CHARACTERIZATION OF Fusarium
oxysporum f. sp. cubense

ABSTRACT
Banana (Musa spp.) is the second largest fruit produced in the world, however, during its
cultivation banana tree can be infected by several pathogenic agents, as Fusarium oxysporum
f. sp. cubense (Foc), causing Panama disease, one of the greatest destructive diseases of the
cultivar. Thus, the present research aimed to characterize Foc isolated associated to banana
tree through phylogenetic and morphological analyses (Neighbor-Joining) based on region
sequences TEF (EF-1a) and IGS. Two Foc isolates from the municipalities of Areia and
Lagoa Seca, in the state of Paraiba, cv. Macd (K01 and K10) and six Foc isolates (CMM-
0807-PE, CMM-0813-PE, CMM-1236-BA, CMM-2820-BA, CMM-2910-AL, CMM-2916-
AL) from the Federal University of Pernambuco were analyzed. For the morphological
characterization, monospore culture was performed in potato dextrose agar; the color of the
colonies, mycelial diameter, mycelial growth speed index and sporulation were evaluated. In
the morphological analyses 50% of fungi presented purple color, 37.5% white color and
12.5% pink color. Regarding sporulation, KO1 produced the greatest quantity of spores,
followed by CMM-0807. Four groups of F. oxysporum were identified with distinct
phylogenetic lines, with 99% of bootstrap support. KO1 from Paraiba state and CMM-0807

from Pernambuco state presented the highest sporulation.

Keywords: Panama disease, molecular phylogeny, morphological markers.
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INTRODUCAO

A bananeira (Musa spp.) é uma das frutas mais produzidas e consumidas no mundo,
sendo cultivada na maioria dos paises tropicais (CUNHA et al., 2015), com alto valor
nutritivo e disponibilidade durante todo o ano, dessa forma, apresenta grande importancia
econdmica e social. No Brasil, as condi¢des climaticas (temperatura, umidade relativa,
precipitacdo e insolacdo) favorecem a constante producdo anual da banana, atendendo de
forma regular as necessidades de consumo do pais (COSTA et al., 2015).

As principais causas de perda da cultura da bananeira sdo decorrentes a sua alta
suscetibilidade ao fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense, a producdo é comprometida
sendo rapidamente destruido pela doenca. Atualmente, a recomendacédo € de que o produtor
ndo faca novos plantios de cultivares suscetiveis na area infestada, pois é praticamente
impossivel erradicar o patdgeno que pode sobreviver por varios anos na presencga ou auséncia
de plantas hospedeiras (SILVEIRA, 2018).

O mal do Panama € uma doenga endémica em todas as regides produtoras de banana do
mundo, sendo bastante severa e agressiva ao hospedeiro (SILVA et al., 2013). Essa doenca é
citada como uma das seis mais importantes de plantas cultivadas, e responsavel por perdas
econbmicas bastante expressivas (COSTA, et al., 2015). O agente causal é o fungo Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (Foc), patdgeno que habita o solo e infecta o xilema, induz murcha
e causa a morte da planta (STOVER, 1962). Este fungo estd disseminado em diferentes
condicbes edafocliméaticas (GARCIA-BASTIDAS et al., 2014; ORDONEZ et al., 2015;
ZHANG et al., 2018).

O Foc infecta cultivares de bananeira de varios subgrupos (CUNHA et al., 2015), além
disso, devido ao seu elevado potencial de destruicdo e pelas dificuldades de implementar
praticas de manejo, causa grandes prejuizos aos bananicultores (BORGES et al., 2007). Uma
das medidas mais eficazes de mitigar os problemas causados pelo Foc é utilizar cultivares de
bananeiras resistentes (DIAS et al., 2014).

Embora os métodos baseados em morfologia sejam importantes para o diagndstico de
espécies de fitopatdgenos, os métodos moleculares sdo capazes de categorizar em nivel de
raca (DIAS et al., 2014). A identificacdo de Foc é geralmente baseada em caracteristicas
morfoldgicas (SANTOS et al., 2011).

De acordo com O'Donnell et al. (1998), Foc consiste em varias linhagens clonais que
podem ser geneticamente distantes, em que verificaram-se linhagens com origem

monofiléticas, comparando as sequéncias de DNA de genes mitocondriais e nucleares. Ploetz
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(2006) afirmou que estudos filogenéticos indicam que Foc tem varias origens evolutivas
independentes. Dias et al. (2014) avaliando a caracterizacdo de isolados de Foc quanto a
compatibilidade vegetativa e a patogenicidade em cultivares de bananeira diferenciadoras de
racas no Brasil, constataram correlacdo significativa entre a compatibilidade vegetativa e a
distribuicdo geografica no pais.

Diante deste cenario, o objetivo com o presente estudo € a caracterizacao de isolados de
Foc associados a bananeira, que permitam identificar o agente etioldgico de acordo com 0s
conceitos de espécie filogenética e bioldgica, e assim, gerar solida base de conhecimento que

permita a diagnose e monitoramento do patégeno de forma consistente e confiavel.

MATERIAL E METODOS
Localizacéo e obtencéo de isolados

O trabalho foi conduzido em duas partes. (i) caracterizacdo filogenética no Instituto
Bioldgico, Sdo Paulo — SP; (ii) caracterizacdo morfoldgica realizada no Laboratorio de
Microbiologia, no Centro de Ciéncias Agrarias e Ambientais (CCAA) da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB), Campus I, Lagoa Seca, PB.

Para o estudo foram utilizados oito isolados, onde dois foram isolados de pseudocaules
provenientes de cultivos comerciais em Areia e Lagoa Seca, no estado da Paraiba; e seis
isolados (K01, K10, CMM-0807-PE, CMM-0813-PE, CMM-1236-BA, CMM-2820-BA,
CMM-2910-AL, CMM-2916-AL), foram cedidos pela Cole¢do Micoldgica de Fungos
Fitopatogénicos Maria Menezes, do Departamento de Agronomia, da Universidade Federal
Rural de Pernambuco — UFRPE, provenientes de regifes produtoras nos estados de

Pernambuco, Bahia e Alagoas.

Isolamento e multiplicacdo do patégeno

Isolados de Fusarium spp. foram obtidos de pseudocaule de bananeira com sintomas
tipicos do mal do Panama. Foram retirados fragmentos do pseudocaule (cinco mm de
didametro) de tecido doente e foram desinfestados com etanol a 70% (60 segundos) e
hipoclorito de sodio a 1% (60 segundos), seguidos de lavagem com &gua destilada
autoclavada por 60 segundos, sendo a lavagem realizada por trés vezes. Os fragmentos foram
colocados em placas de Petri contendo meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) e acondicionados
por sete dias a 25 °C em BOD com fotoperiodo de 12 h. Os isolados foram repicados para
novas placas de Petri contendo meio de cultura, purificados e armazenados em condicGes de

refrigeracdo em temperatura de 24 °C.
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Para a obtencdo dos isolados purificados, os esporos foram coletados com o auxilio de
uma espatula, por meio do corte de fragmentos do meio de cultura com col6nia fingica, que
foram transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL de ADE, seguindo diluicdo em série
com a transferéncia de 1 mL (10 conidios mL™) da suspensédo de esporos do tubo anterior
para outro tubo com o mesmo volume de ADE, até o sexto tubo. No sexto tubo, 1 mL da
suspenséo de esporos obtida (10°® conidios mL™) foi distribuido em placas de Petri contendo
10 mL de agar-agua (AA), que foram incubadas a temperatura ambiente (25 + 2 °C) por 12 h
ou até a germinacao dos esporos (SOUZA et al., 2013).

As culturas monospdricas foram obtidas por meio da coleta de um conidio ao
microscopio de luz. O conidio foi coletado pelo corte de um fragmento circular,
correspondente ao foco de luz do microscopio, com peca confeccionada a partir de tarugo de
bronze, especificamente desenvolvida para este fim. Os isolados foram transferidos para tubos
de ensaio contendo BDA e incubados por sete dias a temperatura ambiente (25 + 2 °C) até o
momento do uso ou preservacdo (SOUZA, 2009; SOUZA et al., 2013). Os isolados

monosporicos foram preservados pelo método Castelanni (1939).

Caracterizagéo molecular dos isolados e extra¢éo de DNA

Os isolados monosporicos purificados foram cultivados em meio liquido de extrato de
malte 2% por trés dias, em temperatura ambiente (25 °C) sob agitacdo de 100 g. O micélio foi
filtrado em gaze esterilizada, macerado em nitrogénio liquido e o DNA foi extraido com o uso

do kit de extracdo Wizard®Genomic DNA purification kit (Promega Brasil, Sdo Paulo, BR).

Analise filogenética de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Para a analise filogenética, sequéncias de isolados foram editadas para obter sequéncias
de consenso, utilizando o Software SegAssem (SequentiX, Klein Raden, Germany) e
alinhadas utilizando o Softaware MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013) para cada regido génica.
Por meio do Centro Nacional de Informacgdes sobre Biotecnologia - BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) foram pesquisadas sequéncias suficientemente similares as
sequéncias de interesse, as quais provavelmente partilham um ancestral comum. Apds a
escolha das sequéncias para serem incluidas na arvore filogenética, foram baixadas
sequéncias para a plataforma MEGA’s Alignment Explorer.

As sequéncias foram otimizadas manualmente para assegurar homologia posicional, e
alinhadas utilizando a ferramenta MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-

Expectation) do MEGA. As lacunas foram tratadas como dados de exclusdo de pares e,
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qguando foram encontradas sequéncias mais longas que a maioria, depois do alinhamento, o

excesso foi removido através do MEGA 6.0 (Tabela 1).



Tabela 1. Isolados de Fusarium oxysporum incluidos na analise filogenética.

Designacéo do Numero de acesso no GenBank

Taxon - Hospedeiro Origem

isolado* TEF (EF-10) IGS rDNA
Fusarium oxysporum f. sp. batatas NRRL 25594 Ipomoea batatas SC-USA AY527621 FJ985478
Fusarium oxysporum f. sp. batatas NRRL 36135 Ipomoea batatas - FJ985332 FJ985565
Fusarium oxysporum f. sp. batatas NRRL 36389 Ipomoea batatas - FJ985351 FJ985584
Fusarium oxysporum f. sp. batatas NRRL 38289 Ipomoea batatas NC-USA FJ985368 FJ985601
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae NRRL 38273 Passiflora sp. Australia FJ985362 FJ985595
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae NRRL 22549 Passiflora edulis Brasil AF008505 FJ985460
Fusarium oxysporum f. sp. aechmeae NRRL 22533 Aechmea fasciata Alemanha AY527622 FJ985449
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum NRRL 32891 Gossypium sp AR-USA FJ985317 FJ985550
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum NRRL 32897 Gossypium sp AR-USA FJ985318 FJ985551
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum NRRL 31495 Gossypium sp CA-USA FJ985306 FJ985539
Fusarium oxysporum f. sp. cubense NRRL 25607 Musa ABB ‘Bluggoe’ FL-USA AF008489 FJ985469
Fusarium oxysporum f. sp. cubense NRRL 36114 Musa AAB ‘Pisang Manurung”  Indonesia FJ985328 FJ985561
Fusarium oxysporum f.sp. cubense NRRL 36102 Musa AAA ‘Cavendish’ Taiwan FJ985325 FJ985558
Fusarium oxysporum f.sp. cubense NRRL 36110 Musa AAA ‘Cavendish’ Austrélia FJ985327 FJ985560
Fusarium oxysporum f. sp. cubense NRRL 25603 Musa AAA ‘Cavendish’ Austrélia AF008487 FJ985480
Fusarium oxysporum f. sp. cubense NRRL 26029 Musa AAB ‘Silk’ FL-USA AF008493 FJ985483
Fusarium oxysporum f.sp. cubense NRRL 36107 Musa AAB ‘Maqueno’ Honduras FJ985326 FJ985559
Fusarium oxysporum f. sp. zingiberi NRRL 26449 Zingiber sp. SC-USA FJ985301 FJ985509
Fusarium oxysporum f. sp. Conglutinans ~ NRRL 53158 Brassica oleracea (cabbage) NC-USA FJ985443 FJ985678
Fusarium commune strain NRRL 38296 Beta vulgaris CA-USA FJ985372 FJ985605
Fusarium commune strain NRRL 53153 - Korea FJ985440 FJ985675

* Sequences were retrieved from the GenBank database and used as reference sequences. NRRL = Northern Regional Research Laboratory, NCAUR, Peoria IL, USA.
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Os genes TEF e IGS (Tabela 2) relatado em O'Donnell et al. (1998, 2009) foram
utilizados para a analise dos isolados. Uma arvore filogenética (Figura 1), foi obtida por
meio da analise Neighbor-Joining (NJ) a partir do alinhamento obtido para os oito
isolados de Fusarium em estudo, incluindo 21 sequéncias obtidas do GenBank.

A estabilidade dos clados na arvore resultou do modelo da méxima parciménia
avaliado por meio da analise bootstrat com 1000 repeticdes, e 0s respectivos valores de
bootstrat foram mostrados em cada nd. Espécies de isolados de Fusarium commune

foram utilizadas para enraizar a arvore.

Tabela 2. Primers utilizados no estudo.

Gene Primers Fonte
TEF EF1 (5-ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3)
O'Donnell et al. (1998)
(EF-1a) EF2 (5'-GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT-3")
IGS NL11 (5°- CTGAACGCCTCTAAGTCAG -3%) .
Aoki et al. (2003)
rDNA CNS1 (5’- GAGACAAGCATATGACTAC -3)

Caracterizacdo morfoldgica de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Para a caracterizacdo morfolégica os isolados foram cultivados em meio de
cultura BDA e incubados a temperatura ambiente de 25 + 2 °C, sendo realizadas trés
repeticdes de cada isolado. Foram depositados discos contendo micélio com 5 mm no
centro da placa de Petri com 15 mm. As avaliacdes de crescimento micelial, coloragédo
da col6nia e esporulacdo ocorreram apos 48, 72, 96, 120 e 144 h de incubacéo.

O crescimento micelial foi mensurado com o auxilio de uma régua milimetrada
(SUMMERELL; LESLIE, 2003) ap6s 48, 72, 96, 120 e 144 h de incubacdo, da
medicdo. O Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) foi estimado
utilizando a metodologia sugerida Oliveira (1991), pela Equacéo (1).

IVCM= (D-Da)/N

Em que, IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial; D = didmetro
médio atual da colonia; Da = diametro medio da colonia do dia anterior; N = nimero de
dias apds a inoculacdo em placa de Petri.

Com relacéo a avaliacdo da esporulacdo, foi realizada em isolados crescidos sobre
0s meios de cultura BDA em temperatura ambiente (25 * 2 °C) durante o periodo de 2-7
dias de incubacdo. A contagem de esporos foi realizada em suspensédo contendo 10 mL
de ADE adicionados as placas de Petri com as colénias fungicas. Os esporos foram

liberados pela raspagem da coldnia com auxilio de uma escova de cerdas macias. A
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suspensdo de esporos foi filtrada em dupla camada de gaze esterilizada e a contagem
dos esporos foi realizada em cAmara de Neubauer (ALFENAS; MAFIA, 2007).

Teste de agressividade de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

O teste de agressividade foi realizado para obtencdo dos isolados mais virulentos
em mudas de bananeira da variedade Pacovan. As mudas foram obtidas da &rea
experimental do CCAA-UEPB, Campus Il de Lagoa Seca - PB cultivadas em casa de
vegetacdo em sacos de polietileno com solo e esterco bovino (3:1), durante o periodo de
90 dias que registraram a temperatura média de 25 °C A irrigagdo foi feita diariamente
com o auxilio de um regador manual.

A inoculacéo foi realizada de acordo com Dita et al. (2010), em que o rizoma (10
cm) da bananeira foi desinfestado com hipoclorito a 1%, depois de 24 h, foi feita a
inoculacdo separadamente para cada isolado, sendo realizados quatro perfuracGes
utilizando bisturi esterilizado no rizoma com uma profundidade de 3 cm, em seguida,
foram imersos na suspensdo de esporos ajustada para 10° conidios mL™ do indculo por
10 minutos, depois retirados e colocados em sacos de polietileno com os substratos.

Cada unidade experimental foi representada por uma muda. O delineamento
experimental foi utilizado trés repeticdes para cada isolado; e a avaliacdo foi feita ap6s
90 dias da inoculagdo (DAI), através de escala de notas proposta por Rodriguez et al.
(2014). Os isolados utilizados foram K01, CMM-0807, CMM-2820, CMM-2916.

Anélise dos dados
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (p<0,05), e
no caso de significancia, os tratamentos foram analisados pela anélise de regressao. Para

estas analises utilizou-se o software estatistico r® (Core Team R, 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise filogenética baseada nos genes TEF e IGS, compreendeu 1.162
caracteres depois do alinhamento, cujos limites foram: TEF 1 - 635 e 1GS 636 - 1.162.
Foram envolvidas 44 sequéncias depositadas no Genbank para cada um dos genes TEF
e IGS, e sequéncias dos oito isolados em estudo, o que permitiu a selecdo do
subconjunto de 29 isolados utilizados para a analise filogenética.

A andlise Neighbor-Joining (NJ) revelou a existéncia de quatro grupos de F.
oxysporum em estudo, identificados como linhagens filogenéticas distintas. Destes,
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apenas um isolado (CMM 0807) foi agrupado como espécie de Foc, com 99% de
suporte bootstrat.

Além deste, o isolado CMM 2916 foi agrupado com especies de Fusarium
oxysporum f. sp. conglutinans, F. oxysporum f. sp. passiforae e F. oxysporum f. sp.
vasinfectum, com suporte booststrat de 99%. Dois isolados (CMM 1236 e CMM 2820),
constituiram uma espécie desconhecida (95% de suporte bootstrat), formando um clado
irmdo da espécie descrita como F. oxysporum f. sp. passiflorae. Os outros isolados
(CMM 2910, PB 01, CMM 0813 e PB 02) foram obtidos como uma espécie filogenética
desconhecida, embora tenham um suporte bootstrat baixo (51%) como observado na
Figura 1.

Os resultados apresentados demonstram que existem varias espécies ou formas de
F. oxysporum associadas com a cultura da bananeira, e que podem ser definidas como
linhagens filogenéticas distintas no complexo F. oxysporum. Por meio da anélise
Neighbor-Joining (NJ), foram caracterizados quatro taxons no complexo, o que suporta
0s resultados obtidos por outros autores (O'DONNELL et al., 1998; COSTA et al.,
2015; MUHAMMAD et al., 2017; MARYANI et al., 2019).

O entendimento da caracterizacdo e identificacdo de espécies no complexo F.
oxysporum tem sido revolucionado através da filogenia molecular (O'DONNELL et al.,
2009; MUHAMMAD et al., 2017; MARYANI et al., 2019). No entanto, muitas
especies anteriormente descritas como F. oxysporum continuam desconhecidas, embora
um namero significativo ja tenha sido identificado por O'Donnell et al. (2009) e
Muhammad et al. (2017), sob ponto de vista de diversidade e distribuicao.

Neste estudo, a maioria dos isolados (CMM 1236, CMM 2820, CMM 2910, PB
01, CMM 0813 e PB 02) foi descrita como linhagens filogenéticas desconhecidas.
Foram identificadas representantes de diferentes formae speciales, porém, os resultados
sugerem a necessidade de aumento do tamanho da amostra, com ampla distribuicéo
geografica, bem como o uso de genes adicionais com vista ao aprimoramento das
inferéncias na caracterizacdo de espécies de F. oxysporum como referido em Maryani et
al. (2019).

Variagbes de F. oxysporum tidas como filogeneticamente distintas, foram
descritas como agentes causais do mal do Panama da bananeira (ARMSTRONG;
ARMSTRONG, 1981).
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Figura 1. Arvore filogenética obtida por meio da analise Neighbor-Joining (NJ)
baseada nos genes TEF e IGS para 29 isolados de F. oxysporum f. sp. cubense, oito

das quais sequenciadas neste estudo. A barra de escala indica 0 nimero de mudangas
esperadas por locus.

De acordo com os dados obtidos a partir da analise morfol6gica, constatou-se que

quatro isolados apresentaram coloragéo roxa, trés rosa e uma branca, na parte anterior
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da placa de Petri. J& no verso, foi observada a coloracéo de cinco colénias brancas e trés
roxas (Tabela 3).

Tabela 3. Origem e coloracdo da coldnia in vitro* de isolados de Fusarium oxysporum

f. sp. cubense. Lagoa Seca, PB, 2019.

Coloracao

Isolados Origem Frente Verso

K01(PB) Paraiba Roxo Roxo

K10 (PB) Paraiba Rosa Branco
CMM-0807 Pernambuco-PE Rosa Branco
CMM-0813 Pernambuco-PE Roxo Roxo
CMM-2820 Bahia-BA Rosa Branco
CMM-1236 Bahia-BA Branco Branco
CMM-2910 Alagoas-AL Roxo Branco
CMM-2916 Alagoas-AL Roxo Roxo

*Fungos cultivados em BDA, ap0s sete dias de incubacédo

A caracterizacdo morfoldgica dos isolados de Foc é importante para demonstrar a
variabilidade da coloracdo da col6nia fungica. Neste sentido, Silva (2009) caracterizou a
diversidade genética de 66 isolados de Foc coletados em Santa Catarina, sendo
verificadas diferentes coloracdes dos isolados.

De posse dos dados obtidos a partir da analise de variancia, constatou-se que
houve diferenca minima significativa pelo teste Fischer (p<0,001) para o crescimento
micelial de isolados de F. oxysporum avaliados, bem como no seu crescimento em
funcdo dos dias de avaliacdo. Constatou-se ainda que, ndo houve interacédo significativa
entre os isolados e os dias de avaliacdo. Na sequéncia foi realizada a avaliacdo do efeito
de cada isolado por meio do teste de Tukey, o qual possibilitou o desdobramento de

cada isolado dentro de cada dia de avaliagdo (Tabela 4).
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Tabela 4. Crescimento micelial de isolados de Fusarium em BDA em fungéo do tempo
em dias. Areia, PB, 20109.

F.V G.L S.Q QM F
Isolados (1) 7 14.151 2.0215 65.8745***
Dias (D) 4 32.622 8.1554 265.7563***
Interago | x D 28 1.056 0.0377 1.2295
Residuo 80 2.455 0.0307

C.V:6,3%

F.V: Fontes de Variacdo; G.L: Graus de Liberdade; SQ: Soma dos Quadrados; QM: Quadrados Médios;

F: Fischer; ***significativo a <1% pelo teste de Fischer; C.V: Coeficiente de Variag&o.

No primeiro dia de avaliagdo do crescimento micelial foi verificado que os
isolados CMM-2820, CMM-0807 e CMM-0813 foram estatisticamente iguais entre si e
diferentes dos isolados K01, CMM-2916, CMM-1236, K10 e CMM-2910. Verificou-se
também que K01, CMM-2916, CMM-1236, K10 foram estatisticamente iguais e 0 K01
foi diferente apenas de CMM-2910. Os efeitos observados no primeiro dia de avaliacéo
se repetiram ao longo das demais avaliagdes. CMM-2916 nos demais dias de avaliacédo
(2, 3, 4, e 5) apresentou crescimento diferente de K01, que manifestou-se semelhante no
primeiro dia (Tabela 5).

O isolado CMM-2920 possui 0 menor crescimento micelial no primeiro dia de
avaliacdo e CMM-1236 nos demais periodos. O maior crescimento micelial observado
foi para CMM-2820 e CMM-0807 que ndo apresentaram diferenca estatistica (Tabela
5).
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Tabela 5. Crescimento micelial de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense in
vitro em funcgéo do tempo em dias. Lagoa Seca, PB, 2019.

Dias de avaliacdo

Isolados 1 2 3 4 5
CMM-2820 2.00a 2.25a 2.66 ab 3.00a 3.13a
CMM-0807 2.00a 2.25a 2.85a 3.08a 3.33a
CMM-0813 1.73 ab 2.10 ab 2.53 ab 2.80 ab 3.05a
K01 1.48 be 2.36a 2.75a 3.00a 3.05a
CMM-2916 111cd 1.76 bc 2.28 bc 2.51 bc 2.93ab
CMM-1236 1.10 cd 155¢ 1.90¢c 2.15¢ 241c
K10 1.05 cd 1.65¢ 2.03c 231c 2.56 bc
CMM-2910 0.800d 155¢ 1.98¢ 225¢ 2.50 be

As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Os efeitos de cada isolado de Foc segue uma tendéncia de crescimento do menor
para 0 maior, entretanto, mesmo partindo dessa inferéncia, fez-se necesséario a
verificacdo do comportamento de cada isolado em funcéo do tempo em dias, pois houve
um efeito significativo e as médias ajustaram-se ao modelo de regressdo linear crescente
(Figura 2). Estes modelos crescentes foram altamente confiaveis, visto que se obtiveram
coeficientes de determinagBes (R?) aceitdveis nas normas estatisticas de analise de
dados.

Os isolados CMM-0813 (R? = 0,98), CMM-0807 (R? = 0,96); K10 (R? = 0,96);
CMM-1236 (R?=0,98); CMM-2820 (R?=0,97); CMM-2910 (R?= 0,94) e CMM-2916
(R? = 0,97) tiveram coeficientes de determinacdo com Otima capacidade preditiva
p<0,01 e com boa capacidade preditiva o isolado K01 (R? = 0,85) p<0,05, conforme
pode ser observado na Figura 2 (A-H).
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Figura 2. Crescimento micelial dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense in vitro
em funcdo dos dias de avaliacdo. Isolados: CMM-0813 (A); CMM-0807 (B); K01 (C); K10
(D); CMM-1236 (E); CMM-2820 (F); CMM-2910 (G) e CMM-2916 (H).

O isolado que apresentou maior taxa de crescimento foi CMM-0807 (Figura 2B).
Observando-se ainda na Figura 2, percebem-se acréscimos de 43% para o isolado CMM-0813
(2A); 51% para o isolado K01 (2C); 59% para K10 (2D); 54% para CMM-1236 (2E); 33%
para o isolado CMM-2810 (2F); 68% para o isolado CMM-2910 (2G) e 62% para o isolado
CMM-2916 (2H), aos cinco dias de avaliagdo quando comparado ao do primeiro dia de
avaliacdo. Embora os maiores crescimentos tenham ocorrido para CMM-2820 e CMM-0807,
0 maior incremento no crescimento micelial foi constatado para CMM-2910 e CMM-2916,
conforme descrito anteriormente (Figura 2G e 2H).

Para Ghini et al. (2011) devido ao Foc ser naturalmente um habitante do solo, havera
sempre diferencas significativas entres isolados de diferentes distribuicbes geogréficas e
temporais, visto que cada organismo responde biologicamente de forma diferente,
corroborando com os resultados dessa pesquisa. Esta afirmativa € confirmada também por
Silva et al. (2013), quando verificaram aumento crescente no crescimento micelial de Foc aos
3, 7 e 11 dias ap06s o pareamento do fungo com espécies de actinobacteérias.

Nessa perspectiva, para melhor compreensdo do crescimento micelial, fez-se necessario
calcular também o indice velocidade de crescimento micelial de isolados de F. oxysporum em
BDA em fungdo do tempo em dias. A partir da analise de varidncia, verificou-se efeito
significativo entre os isolados (p<0,01) de F. oxysporum, nos dias de avaliacdo (p<0,001),
bem como na interacdo entre os isolados e os dias da avaliagdo (p<0,001). O indice de
velocidade de crescimento micelial de isolados de F. oxysporum em BDA em fungdo do
tempo em dias, apresentou diferenca minima significativa apenas na primeira e segunda

avaliacdo (Tabela 6).
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Tabela 6. indice de Velocidade de crescimento micelial de isolados de Fusarium em BDA em
funcdo do tempo em dias. Areia, PB, 2019.

FV G.L SQ Q.M F
Isolados (1) 7 0.02339 0.003342 3.3114**
Dias (D) 4 0.86861 0.217153 215.1804***
Interacdo | x D 28 0.21096 0.007534 7.4659%**
Residuo 80 0.08073 0.001009

C.V: 22%

F.V: Fontes de Variacdo; G.L: Graus de Liberdade; SQ: Soma dos Quadrados; QM: Quadrados
Médios; F: Fischer; *** e ** significativo a <1% e 5% pelo teste de Fischer, respectivamente; C.V:

Coeficiente de Variacdo.

Na primeira avaliagdo, CMM-2820, CMM-0807 e CMM-0813 foram estatisticamente
iguais, sendo diferentes de CMM-2916, CMM-1236, K10 e CMM-2910. Percebe-se também,
gue CMM-0813 ¢ estatisticamente igual ao K01, sendo este Ultimo igual a CMM-2916 e
CMM-1236 (Tabela 7).

Na segunda avaliacdo, observaram-se diferencas significativas, onde o maior
crescimento foi verificado para KO1 e CMM-2910 ndo tendo diferenca estatistica entre si, 0s
quais foram diferentes de CMM-2820 e CMM-0807 (Tabela 7).

Tabela 7. Indice de velocidade de crescimento micelial dos isolados de Fusarium oxysporum

f. sp. cubense in vitro em fungdo do tempo (dias). Lagoa Seca, PB, 2019.

Dias de avaliacdo

Isolados
1 2 3 4 5

CMM-2820 040a 0.05c 0.08 a 0.06 a 0.06 a
CMM-0807 0.40a 0.05c 0.12a 0.04 a 0.05a
CMM-0813 0.34 ab 0.07 bc 0.08 a 0.05a 0.05a
K01 0.29 bc 0.17a 0.07 a 0.05a 0.04 a
CMM-2916 0.22 cd 0.13 abc 0.10a 0.04a 0.08 a
CMM-1236 0.22cd 0.09 bc 0.07 a 0.05a 0.05a
K10 0.21d 0.12 abc 0.07a 0.05a 0.05a
CMM-2910 0.16d 0.15ab 0.08 a 0.05a 0.05a

As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro.
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Diferentemente dos dados de crescimento micelial, o indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM) néo seguiu unicamente uma tendéncia linear, assim sendo, fez-
se necessario a verificacdo do comportamento polinomial de cada isolado em relacdo ao
IVCM (Figura 3).

Verificou-se que CMM-0813, CMM-0807 e CMM-2820 de Foc seguiram 0 mesmo
padrdo para o indice de crescimento micelial, em que suas médias ajustaram-se ao modelo de
regressao polinomial quadratica (Figura 3A, 3B e 3F, respectivamente). Percebeu-se que, com
essa tendéncia as médias IVCM decresceram do primeiro dia de avaliacdo para o segundo dia,
proporcionando um leve aumento na terceira avaliagdo. Estes modelos apresentaram
coeficientes de determinacdes (R?) confiaveis, pois foram significativos (p<0,05), sendo estes
coeficientes de 0,85 para o isolado CMM-0813 (Figura 3A), 0,77 para o CMM-0807 (Figura
3B) e 0,80 para o isolado CMM-2820 (Figura 3F).

Os decréscimos observados no ICM foram de 87,5, 79,5 e 87,5% para CMM-0807
(Figura 3A); CMM-08013 (Figura 3B) e CMM-2820 (Figura 3F), respectivamente, em
relacdo a primeira avaliacdo para a segunda. J& os acréscimos observados a partir da segunda
avaliacdo para a terceira foram de 58, 12,5 e 37,5% para CMM-0807 (Figura 3A); CMM-
08013 (Figura 3B) e CMM-2820 (Figura 3F), respectivamente. Por outro lado, as médias de
K01, K10, CMM-1236 e CMM-2916 se ajustaram ao modelo de regressdo linear com boa
capacidade preditiva (p<0,05) e 0 CMM-2910 com 6tima capacidade preditiva (p<0,01)
conforme observa-se na Figura 3.

Houve diminuicdo acentuada no indice de velocidade de crescimento micelial. Esta
diminuicao foi de 86% para K01 (Figura 3C); 76% para o K10 (Figura 3D); 77% para CMM-
1236 (Figura 3E); 68% para CMM-2910 (Figura 3G) e 81% para CMM-2916 (Figura 3H),

quando comparadas a primeira avaliacdo com a Ultima.
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Figura 3. Indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) de isolados de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense in vitro em fungéo dos dias de avaliag@es. Isolados: CMM-0813
(A); CMM-0807 (B); K01 (C); K10 (D); CMM-1236 (E); CMM-2820 (F); CMM-2910 (G) e
CMM-2916 (H).

O indice de velocidade de crescimento micelial das col6nias (IVCM), acondicionadas
em estufa BOD em £25 °C, e avaliado diariamente variaram de uma cultura para outra. Foi
observado por Veloso (2013) e Pizzeta (2017) um indice de crescimento micelial aproximado
aos observados neste trabalho, o qual verificou-se 1,20 cm dia™ para os isolados de para F.
oxysporum de 1,1 e 1,45 cm dia?, respectivamente. Resultados semelhantes foram observados
por Wilaker et al. (2016), em que os indices médios de alguns isolados se ajustaram a um
modelo de regressdo polinomial quadratica, o que também aconteceu nessa pesquisa. Estes
autores verificaram crescimento méaximo de 0,84 e 0,77 cm para os isolados de F.
acuminatum e F. verticillioides, respectivamente, ap6s 48 h de incubacéo.

De acordo com os dados obtidos a partir da analise de variancia, constatou-se efeito
significativos (p<0,001) pelo teste de F de Fischer entre os isolados de Foc para a variavel
esporulacdo de conidios. Dos isolados de Foc, a maior produgdo média de esporos (x 108
conidios mL™?) foi observada com K01 (9,8), seguido de CMM-0807 (6,0), CMM-2810 (4,4),
CMM-2916 (4,4), CMM-2910 (4), K10 (4), CMM-1236 (3,8) e CMM-08013 (3,5).

Os isolados K01 e CMM-0807 foram estatisticamente diferentes entre si e dos demais
(Figura 4). Por outro lado, CMM-2820, CMM-2916, CMM-2910 e K10 ndo tiveram
diferencas estatisticas entre si, onde CMM-2820 e CMM-2916 foram diferentes de CMM-
1236 e CMM-08013 (Figura 4).
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Figura 4. Esporulacdo de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense in vitro, a 25 + 2

°C, ap0s sete dias de incubacgdo. Lagoa Seca, PB, 2019.

Embora o isolado K01 (Paraiba) ndo tenha apresentado o maior crescimento micelial e
velocidade de crescimento micelial, o isolado CMM-2916, teve o maior indice de velocidade
de crescimento micelial, ndo apresentou esporulagdo satisfatoria, visto que produziu apenas
4.4 x 106 conidios mL™ (Figura 4). Souza et al. (2017) observaram que a origem de isolados
de Foc influenciou na atividade antagbnica de bactérias endofiticas em bananeira.

A esporulacdo € um processo pelo qual se pode observar a diferenciacdo mais especifica
de cada isolado, que por sua vez, estdo envolvidas as células reprodutivas afetadas por
modificagbes morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas. Estudos sobre a producdo de esporos
de Foc sdo importantes, pois todas as espécies de Fusarium possuem um estagio saprofitico e
sdo habitantes comuns do solo. Costa et al. (2015) relatam ainda que, estes, uma vez
introduzidos no solo, persistem quase que indefinidamente na forma de micélio em restos
culturais ou como esporos dormentes (clamiddsporos), assim dificultando a prevencdo e

controle do mal do Panama nos mais diversificados cultivos, inclusive na bananeira.

CONCLUSOES
A analise Neighbor-Joining (NJ) identificou quatro grupos de F. oxysporum com
linhagens filogenéticas distintas, com 99% de suporte bootstrat.

Os isolados nédo diferenciaram quanto ao crescimento micelial.
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Os isolados que tiveram maior esporulacdo nas condicGes estudadas foram KO1
(Paraiba) e CMM-0807 (Pernambuco).

Os resultados obtidos também mostram que todos os isolados de Foc seguiram 0 mesmo
padrdo de crescimento micelial, em que KOl da Paraiba e CMM-0807 de Pernambuco
aumentaram o crescimento micelial e o indice de crescimento micelial ao longo do periodo de

avaliacdo, além de apresentarem maior esporulacao.
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CAPITULO Il

MANEJO DO MAL DO PANAMA COM EXTRATO DE ALHO

RESUMO
O mal do Panama (Fusarium oxysporum f. sp. cubense) é uma das principais doencas que
incidem nas plantacdes de bananeira, causando elevados prejuizos econémicos. A utilizacéo
de extratos vegetais € uma alternativa para inibir o desenvolvimento do patégeno e controlar a
doenca. Nesse contexto, objetivou-se avaliar a acdo fungitdxica do extrato aquoso de alho
sobre F. oxysporum f. sp. cubense e o efeito quanto a incidéncia e severidade do mal do
Panama em mudas de bananeira Pacovan. A avaliacdo da fungitoxicidade foi realizada em
delineamento inteiramente casualizado, com os tratamentos arranjados em esquema fatorial 5
X 2, correspondendo a cinco concentragdes do extrato de alho (C1=0; C2=2,5; C3=5; Cs =
7,5 e Cs = 10%) e dois isolados de Foc (K01 e CMM-0807). Avaliacdes do crescimento
micelial foram realizadas com régua graduada em mm apos 48, 72, 96, 120 e 144 h da
deposicédo do disco com a cultura do patdgeno em meio BDA. Para a avaliacdo da intensidade
do mal do Panama, mudas de bananeira da cultivar Pacovan foram inoculadas por meio da
imers3o em suspenséo de esporos do patdgeno ajustada para 10® conidios mL™ por 5 minutos
e tratados com extrato de alho. O efeito das concentracGes de extrato de alho sobre a
severidade do mal do Panamé foi avaliado aos 90 dias ap6s a inoculagéo, por meio de escala
de notas de 1 a 5. Verificou-se a reducédo do crescimento micelial dos isolados KO1 e CMM-
0807 de Foc testados, sendo que a reducdo do crescimento micelial foi eficiente com o
aumento das concentracdes do extrato de alho. A avaliacdo relacionada a severidade da
doenca dos isolados KO1 e CMM-0807 apresentaram melhores resultados quando comparados
aos isolados CMM-2820 e CMM-2916. Com esses resultados pode-se concluir que o extrato
aquaoso de alho apresenta um efeito fungistatico sobre os isolados de Foc sendo uma forma

de manejo alternativo.

Palavras-chave: Allium sativum, Musa spp., controle alternativo.
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CONTROL OF PANAMA DISEASE WITH GARLIC EXTRACT

ABSTRACT

Panama disease (Fusarium oxysporum f. sp. cubense) is one of the main diseases that affect
banana plantations causing great damage to economy. Plant extract is an alternative method to
inhibit pathogen and control the disease. In this context, this research aimed to evaluate the
fungitoxic effect of aqueous garlic extract on F. oxysporum f. sp. Cubense and the frequency
and severity of Panama disease on banana seedlings cv. Pacovan. Fungitoxic analysis was
performed by a completely randomized design with treatments arranged in a 5x2 factorial
scheme, corresponding to five concentrations of garlic extract (C1 =0; C2=2.5; C3=5; C4 =
7.5 and Cs = 10%) and two Foc isolated (KO1 and CMM-0807). Mycelial growth evaluations
were carried out using a graduated scale in mm after 48, 72, 96, 120 and 144 h of disc
insertion to the pathogen culture in PDA. Banana seedlings cv. Pacovan were used to evaluate
Panama disease intensity. They were inoculated by immersion in a spore suspension of
pathogens adjusted to 10° conidia mL™ during 5 minutes and treated with garlic extract. The
effect of garlic extract concentrations on Panama disease severity was evaluated at 90 days
after inoculation using a 1-5 note scale. It was verified a reduction of mycelial growth of Foc
isolated KO1 and CMM-0807 with the increase in the concentration of garlic extract. The
assessment of disease severity of KO1 and CMM-0807 presented greater results when
compared to CMM-2820 and CMM-2916. Thus, it may be concluded that aqueous garlic
extract showed a fungistatic effect on Foc isolated as an alternative management method.

Keywords: Allium sativum, Musa spp., alternative control method.
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INTRODUCAO

A banana (Musa spp.) é a segunda fruta mais consumida mundialmente,
correspondendo a aproximadamente 10 kg hab™® ano? (OLIVEIRA et al., 2016), sendo
superada apenas pela laranja (Citrus spp.). O Brasil € o quinto maior produtor mundial de
banana, com producdo de 6.793,260 milhdes de toneladas em 2018, produzidas em pouco
mais de 516 mil ha (IBGE, 2018). No Nordeste do Brasil, o estado da Bahia se destaca como
maior produtor e a Paraiba é o quinto maior produtor nacional (IBGE, 2018).

A cultura da banana tem grande importdncia econémica e social. Essa fruta
normalmente € consumida in natura, sendo integrante da alimentacdo das populacdes,
principalmente, de baixa renda, devido seu alto valor nutritivo e baixo custo (MEDEIROS et
al., 2013). No Brasil, a bananicultura gera cerca de 520 mil empregos de forma direta e
indireta (OLIVEIRA et al., 2016) e, embora represente uma importante fonte renda para os
bananicultores, a escolha da cultivar € importante, devendo-se considerar caracteristicas
agrondmicas, como por exemplo, produtividade, resisténcia.

As cultivares de banana Macé e Pacovan, estdo entre as cultivares mais difundidas no
Brasil devido sua aceitagdo no mercado (CARVALHO et al., 2011; RODRIGUES FILHO et
al., 2014). No entanto, apresentam alta suscetibilidade ao ataque do fungo Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (Foc), agente causal do mal do Panama (BORGES et al., 2007).

O mal do Panamé é uma doenca que ameaca a producdo mundial de banana, a qual
ainda ndo houve éxito no desenvolvimento de praticas agricolas eficazes para seu controle ou
erradicacdo (CUNHA et al., 2015; SHEN et al., 2019) devido a sua natureza monociclica. De
acordo com Bidabadi e Sijun (2018), o Foc pode sobreviver por muitos anos na forma
estrutural de resisténcia (clamiddsporo). O manejo dessa doenga, basicamente esta restrito a
substituicdo de variedades suscetiveis por variedades resistentes ou menos infectadas por esse
patogeno (OLIVEIRA et al., 2016).

Nesse sentido, o uso de 6leos essenciais e extratos vegetais surgem como alternativas de
manejo com potencial para o controle de doengas em plantas cultivadas, devido suas
propriedades antimicrobianas (AMORIM et al., 2011; FONSECA et al., 2015; OLIVEIRA et
al., 2016; FIGUEIREDO et al.,, 2017). Os extratos vegetais apresentam metabolitos
secundarios (SPECIAN et al., 2014; SILVA et al., 2017), como alcalbides, glicosideos

cardiotonicos, cumarinas, flavonoides, taninos condensados, saponinas, terpenos e triterpenos
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(BARBOSA et al., 2017) que podem ter atividade antimicrobiana direta e/ou induzir a
resisténcia nas plantas (AQUINO et al., 2017).

Portanto, levando em consideracéo a atividade fungicida dos extratos vegetais sobre o
desenvolvimento de fungos patogénicos, assim como a importancia e necessidade do manejo
do mal do Panama, objetivou-se com este trabalho avaliar a acdo do extrato aquoso de alho
sobre a doenga em mudas de bananeira Pacovan e sobre F. oxysporum f. sp. cubense (Foc).

MATERIAL E METODOS
Localizagdo do experimento

O experimento foi realizado em duas etapas, ambas no Centro de Ciéncias Agrarias e
Ambientais (CCAA) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus Il, em Lagoa
Seca, Paraiba. A primeira etapa (in vitro) foi conduzida no Laboratorio de Microbiologia e, a
segunda (in vivo) em casa de vegetacao.

Coleta do material vegetal e isolados

Foram realizados isolamentos em tecidos vegetais do pseudocaule de bananeira com
sintomas da doenca, onde foram selecionados dois isolados, KO1 e K10, procedentes dos
municipios de Lagoa Seca e Areia, no estado da Paraiba, respectivamente. Seis isolados
procedentes de Pernambuco (dois isolados), Bahia (dois isolados) e Alagoas (dois isolados),
sendo eles CMM-0807-PE, CMM-0813-PE, CMM-1236-BA, CMM-2820-BA, CMM-2910-
AL, CMM-2916-AL foram cedidos pela Colecdo Micologica de Fungos Fitopatogénicos
Maria Menezes, do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco - UFRPE.

Teste de Agressividade
Para a avaliacdo da agressividade dos isolados, as col6nias do fungo cresceram em BDA
e em BOD com fotoperiodo 12-12 h, sob luz fluorescente a 25 °C, por sete dias. Apos a
esporulagdo, os conidios foram coletados adicionando-se 10 mL de &gua destilada estéril,
onde foram raspados suavemente com alca de Drigalsky-tipo T, sobre as colbnias e
submetendo a suspensdo a constante agitacdo manual para a liberacdo dos esporos.
Os conidios foram coletados ap6s sete dias de incubacdo, em que foi determinada a
concentracdo de suspensdo de conidios na cdmara de Neubauer. A partir dos valores médios

das amostras colhidos, calculou-se a producdo média de esporos em toda a col6nia, resultando
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em 3,9 x 10%e 2 x 10° esporos mL™* de macro e microconidios, para os isolados KO1 e CMN-
0807, respectivamente.

Obtencéo do extrato de Alho

Para a obtencdo do extrato aquoso de alho, 10g de bulbos foram descascados e
triturados em liquidificador durante trés minutos. Ap6s o preparo, ao material triturado foram
adicionados 100 mL de &gua destilada, produzindo um extrato bruto de 10%, permanecendo
na infusdo a temperatura ambiente e em escuro total por 24 h, conforme metodologia proposta
por Monteiro et al. (2013). Ao término desse periodo, foi filtrado em gaze estéril e filtro de
papel Whatman (n° 1) para obtencdo do extrato aquoso bruto.

Avaliacao do efeito do extrato de alho no crescimento micelial de Fusarium oxysporum f.
sp. cubense

Foram utilizadas cinco concentragdes do extrato aquoso de alho (C1 =0; C2=2,5; C3 =
5; C4 = 7,5; e Cs = 10%) sobre o crescimento micelial dos isolados de Foc (K01 e CMN-
0807). O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com o0s tratamentos
arranjados em esquema fatorial 5 x 2, com cinco repeticoes.

O extrato foi adicionado em meio BDA fundente, nas concentracdes de cada tratamento,
e foi acondicionado um disco de quatro mm de cada isolado depositado no centro das placas
de Petri. O comprimento da coldnia foi medido com régua graduada em mm, apds 48 h da
inoculagdo do patdgeno. AvaliagOes do crescimento micelial foram realizadas ap6s 48, 72, 96,
120 e 144 h da deposicdo do disco com a cultura do patdgeno na placa de Petri.

Avaliacéo do extrato de alho no manejo do mal do Panamé

A avaliacdo do extrato de alho no manejo do mal do Panama foi realizada com dois
isolados pré-selecionados, com maior crescimento micelial. Para a avaliagdo utilizaram-se
mudas de bananeira da variedade Pacovan produzidas no Campus Il da UEPB, retiradas das
touceiras da planta. As mudas tinham a altura e didmetro médio de 10 e 15 cm,
respectivamente, e 100 dias de idade.

Os isolados de Foc foram cultivados em meio de cultura BDA e incubado a temperatura
de 27 °C, durante sete dias. A suspensdo de esporos foi ajustada para 10° conidios mL? e
obtida pela adigdo de 10 mL de ADE as placas de Petri contendo as colonias dos isolados,

utilizando-se pincel de cerdas macias para a liberagdo dos esporos. A suspensao de esporos foi
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filtrada em dupla camada de gaze esterilizada e a contagem dos esporos foi realizada em
camara de Neubauer (ALFENAS; MAFIA, 2007).

Mudas de bananeira foram retiradas dos sacos e as raizes lavadas em agua corrente para
retirada de restos de substrato. A inoculacdo foi realizada de acordo com a metodologia
proposta por Rodriguez et al. (2014). Quatro perfuragdes (cinco mm de profundidade) foram
feitas no rizoma da bananeira, com o auxilio de um bisturi esterelizado. Os recipientes para
comportar todo sistema radicular das mudas foram esterelizados, e posteriormente, foram
preenchidos com a suspensdo do indculo ajustada para 10° conidios mL™. Apds a inoculacio,
as mudas foram acondicionadas em recipientes com as diferentes concentragdes (C1 = 0; C2 =
2,5, C3=5; C4=7,5; e Cs = 10%) de extrato de alho, por 5 minutos. Apés a inoculacdo do
patogeno e tratamento das mudas com extrato de alho, as plantas foram replantadas em sacos
de polietileno preto (3 L), contendo solo esterilizado e esterco bovino, na proporcdo 3:1 e
acondicionadas em casa de vegetacdo. A irrigacao das plantas ocorreu sempre que necessario
para a manutencdo do solo em capacidade de campo.

A avaliacdo da severidade da doenca foi realizada aos 90 dias ap0s a inoculacdo das
plantas, por meio da escala de notas de 1 a 5, conforme proposto por Rodriguez et al. (2014),
em que, 1 = sem sintomas; 2 = descoloracgdo inicial do rizoma; 3 = descoloracdo leve do
rizoma do sistema vascular; 4 = rizoma com a maioria dos tecidos internos com necrose; 5 =
rizoma totalmente necrosado. Os dados de severidade da doenca foram utilizados para
determinacio da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, empregando-se o esquema

fatorial 5 x 2, com cinco repeti¢des, sendo cada planta uma unidade experimental.

Anélise dos Dados
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F (p<0,05), e no
caso de significancia, os tratamentos correspondentes as concentragdes do extrato vegetal de
alho foram analisados através de regressdo com o software estatistico R® (Core Team R,
2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foi detectada diferenca significativa para o crescimento micelial dos isolados de
Foc. Por outro lado, observaram-se efeitos significativos para as concentragdes do extrato
vegetal de alho (p<0,01) sobre o crescimento micelial do fungo (Figura 1).



57

Para o crescimento micelial de KO1 e CMM-0807 de Foc sob diferentes concentracfes
do extrato aquoso de alho, foram verificados resultados semelhantes, onde ambos se
ajustaram ao modelo linear decrescente, o que significa que ocorreram decréscimos do
crescimento micelial na ordem de 80,8 e 86,5% respectivamente, da menor concentracao (0%)
para a maior (10%) (Figura 1).

Os resultados encontrados no presente trabalho foram superiores aos observados por
Aguiar (2008), quando se avaliou a eficiéncia de rizobactérias obtidas de bananeira ‘Prata-
And’, no controle de crescimento micelial e esporulacdo de Foc, o qual observou uma redugéo
de 50 e 27,85%, respectivamente.

A origem dos isolados pode influenciar a atividade antagbnica ao micro-organismo alvo
(SILVA, 2010). Neste contexto, Silva et al. (2012) estudando a atividade antifungica de
extratos vegetais sobre o crescimento in vitro de fitopatdgenos, concluiram que o extrato de
alho suprimiu o crescimento de F. oxysporum f. sp. tracheiphilum em 60,9%. Chalfoun e
Carvalho (1987) demostraram que o extrato de alho foi altamente eficiente na inibi¢cdo do
crescimento micelial de Gibberella zeae (anamorfo Fusarium graminearum Schwabe),
Alternaria zinniae e Macrophomina phaseolina. De forma semelhante, Ribeiro e Bedendo
(1999) constataram que os extratos aquosos de alho inibiram o desenvolvimento de
Colletotrichum gloeosporioides, sendo essa inibigdo diretamente proporcional ao aumento das

concentrages utilizadas.
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Figura 1. Crescimento micelial de Fusarium oxysporum sp. cubense, isolados KO1(A) e
CMM-0807 (B) sob diferentes concentragdes (0; 2,5; 5; 7,5 e 10%) do extrato aquoso de alho,
aos 5 dias ap6s inoculagdo em meio BDA em placas de Petri. Lagoa Seca, PB, 2019.
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Conforme observado na Figura 2, foi detectada diferenca significativa para a severidade
dos isolados de Fusarium oxisporum sp. cubense em rizomas de bananeira Pacovan (p<0,01).
Os isolados KO1 e CMM-0807 apresentaram melhores resultados quando comparados aos
isolados CMM-2820 e CMM-2916.

Os resultados encontrados no presente trabalho séo diferentes aos encontrados por Silva
et al. (2009), quando constataram efeitos significativos em relacdo a severidade da fusariose e
entre os extratos vegetais de alho, angico (Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan) e
manjericdo (Ocimum basilicum L.), quando isolados ou combinados entre si no controle do
fungo. Apos 10 dias de inoculacdo, com excecdo aos 16 dias, houve diferenca entre os
tratamentos com extrato de angico, e as combinacbes do extrato de alho+angico e
alho+manjericdo. Esses dados mostram que o conhecimento sobre a capacidade de diferentes
isolados de um mesmo fungo é importante, pois potencializa sua utilizacdo no manejo de
plantas mais saudaveis em todas as fases de desenvolvimento da cultura.

Esses resultados sdo de fundamental importancia, ja que, a partir do estabelecimento do
patdgeno no solo, é praticamente impossivel erradica-lo, pois 0 mesmo pode sobreviver na
auséncia de plantas hospedeiras por varios anos (CORDEIRO, 2003; KUPPER, 2005). A
capacidade de reduzir a esporulacdo do fungo pode reduzir a populacdo de Foc no tempo e
contribuir para o manejo da doenga no campo (Souza, 2014).
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Figura 2. Severidade dos isolados de Fusarium oxysporum sp. cubense em rizomas de

bananeira Pacovan inoculadas, em casa de vegetacdo. Lagoa Seca, PB, 2019.

Né&o foi verificada diferenca significativa para a severidade do mal do Panama entre os
isolados de Foc em rizomas de bananeira Pacovan. No entanto, com rela¢éo as concentracdes
do extrato de alho foram observados efeitos significativos para essa variavel (p<0,05). Estes

resultados corroboram aos encontrados por Lucon et al. (2000), os quais relataram que nao
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houve progresso da doenca de isolados dos fungos Pythium sp., F. solani e Sclerotium rolfsii,
quando utilizaram o extrato de alho.

As médias da severidade do mal do Panama em rizomas de bananeira Pacovan em
funcdo das concentracbes do extrato de alho tiveram ajuste quadratico para o isolado
KO01(Figura 3A), com capacidade preditiva de R? = 0,92, e ajuste ao modelo linear com
capacidade preditiva R?=0,82" para o isolado CMM-0807 (Figura 3B).

A maior severidade da doenca foi constatada na concentracdo de 2,5% (68), enquanto a
menor severidade da doenca foi observada com a aplicacdo de extrato de alho na

concentracdo de 10% (40), assim, evidenciando o potencial efeito fungicida do extrato de alho

sobre Foc.
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Figura 3. Severidade do isolado K01 (A) e CMM-0807 (B) de Fusarium oxisporum sp.
cubense em rizomas de bananeira Pacovan, em casa de vegetacdo sob efeito de diferentes

concentragOes do extrato aquoso de Alho. Lagoa Seca, PB, 2019.

Houve uma reducdo do progresso da doenca em 28% para a concentracdo de 10% do
extrato aquoso de alho quando comparado ao controle (0%). Por outro lado, houve maior
reducdo (41%) da severidade da doenca para a concentracdo de 10% de extrato de alho
qguando comparada a concentracdo de 2,5% (Figura 3A). Para o isolado CMM-0807 houve
reducdes significativas da severidade da doenga com a aplicacdo do extrato de alho (Figura
3B). Estas reducbes foram de 32, 36, 39 e 60% para as concentragdes de 2,5, 5, 7,5 e 10% do
extrato de alho, respectivamente, quando comparadas ao controle (0%).

De acordo com Linhares et al. (2016) doengas causadas por patégenos que habitam o
solo aumentam a densidade de propagulos na rizosfera de plantas hospedeiras, tornando-se em

um fator determinante para o maior progresso da doenca. O conhecimento do efeito fungicida
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do extrato aquoso de alho sobre o controle de fungos patogénicos, como o Foc, surge como
uma alternativa em potencial para 0 manejo do mal do Panama, fundamental para minimizar a
pressdo de selecdo de patdgenos resistentes, assim como, a contaminacao ambiental pelo uso
de fungicidas quimicos, visto que o crescimento micelial do fungo na bananeira variedade

Pacovan reduziu com a aplicac¢do das concentragdes do extrato de alho.

CONCLUSOES

O extrato aquoso de alho foi eficiente na reducdo do crescimento micelial dos isolados
de Foc testados, sendo a redugdo do crescimento micelial diretamente proporcional ao
aumento das concentracdes do extrato.

Os isolados K01 e CMM-0807 de Foc sob diferentes concentracdes do extrato aquoso
de alho, tiveram um decréscimos do crescimento micelial na ordem de 80,8 e 86,5%
respectivamente, da menor concentragao (0%) para a maior (10%).

Com relacdo a severidade da doenca os isolados KO1 e CMM-0807 apresentaram

melhores resultados quando comparados aos isolados CMM-2820 e CMM-2916.
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